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論 文 内 容 要 旨
1、緒 論


























乾乳期 または乳房炎時には乳汁 中 ラク トフェ リン(H)濃度 が上昇す ること
が報告 さてい る。しか しなが ら、増加 したLfの働 き と性状についてはほとん
ど報告 され ていない。そ こで、乾乳期乳房炎乳汁 中:Lfの性状お よび生理作用
を解析 した。LfはConcanavahnA(ConA)に対す る親和性 の変化を解析
した。その結果、市販:Lfならび に健康乳汁ではConAに 対す る親 和性の高
い:Lf(高ConA親和性:Lf)のみが含 まれ、市販Lfと 高ConA親 和性Lfは
ほぼ同様 の生化学的性状 を示 した。一方、乳房炎乳汁にはConAに 対す る親
和性の低い:Lf(低ConA親和性:Lf)が多 く含 まれ るよ うにな り、市販:Lf、
高ConA親 和性 】■ とは異なる生化 学的性状 を示 した。そ して、 このConA
親 和性 の違 い を利 用 し、乳 汁 中か ら ウシ:Lf抗体 を結 合 させ たCNBr
activatedSepharose4Bで:Lfを分離 した後、ConASepharose用い、高Con
A親 和性:Lfと低ConA親 和性:Lfを分離 し、その性状 を解析 した。その結果、
市販:Lfでは86kDa、高ConA親 和性:Lfでは86、56kDaの分子群、低Con
A親 和性Lfで は、38、23、22、19kDaの分子群 が認 め られた。その うち23kDa
以下の分子群ではラク トフェ リシンモ ノクローナル抗体 に反応 しなかった。
次いで、各分子のN末 端ア ミノ酸解析 を行い位置 を特定 した ところ、86、
38kDaは:Lf分子のNロ ーブの先頭 か ら開始 し、23、22kDa分子群 では237
または285番目のア ミノ酸残基か ら開始後 、Nローブ側 とCロ ーブ側にまた
が る形で位置 していた。56、19kDaではほ とん ど完全 にCロ ーブ側のみに










低ConA親 和性Lfは38kDa以下の分子群 に小分子化 されてい た。デー タ
には示 さないが、予備試験での乳房炎乳汁 由来細胞 を用いたRT・PCR法では、
:Lfタンパ ク質 の うち、Nロ ーブのN末 端域、C末 端域、Cロ ーブのC末 端'
域 のmRNA発 現が確認 された。すなわち、Lfタンパ ク質が正常な長 さで分
泌 された後、プロテアーゼによって分解 され、小分子化 したことが予想 され
た。 プロテアーゼ の うち、乳房炎乳汁での活性上昇、炎症時 に浸潤 して くる
多形核 白血球 か らの産生な らびにブ ドウ球菌か らの産生が報告 されているエ
ラス ターゼ に着 目し、低ConA親 和性Lfの 産生要因となってい るか どうか
検討 した。
そ の結果、乳房炎乳汁 中ではエ ラスターゼ活性 と低ConA親 和性Lf濃 度
の上昇が確認 され た。 さらに、乳房炎乳汁か ら分離 した低ConA親 和性:Lf
とエ ラスターゼ処理 した市販:Lfでは、各種電気泳動法での泳動パ ター ンがよ
く相似 し、低ConA親 和性:Lfの産生にエ ラスターゼが関与 してい ることが
推察 され た(図4)。 また、低ConA親 和性1」f分子中、生物活性 の報告 が多
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いNロ ーブ側 に配列を持 ち、且っ、ラク トフェ リシンのア ミノ酸配列 を含ま
ない23お よび22kDa分子群を用い、乳房炎 の報告 が されているヒ ト、ヤギ、
ヒツジ:Lfと相 同性 の高い部分で合成ペプチ ドを4つ 作成 した ところ、その内
の1つ が催炎性 を有 し、炎症性サイ トカイ ンな らびに細胞内転写因子の一っ
であるNuclearfactorκB(N:FκB)を活性化 していた(図5)。
以上 より、ブ ドウ球菌性 乳房炎乳汁 に含 まれ る低ConA親 和性:Lfは
Sa砿θロ5や多形核 白血球か ら産生 され るエ ラスターゼ によ り正常な:Lfが分
解 された結果生 じたものである可能性が示唆 され た。また、低ConA親 和性
:Lf、土ラスターゼ処理:Lfならびに合成ペ プチ ドで乳腺上皮株化細胞(BMEC)
を刺激培養 した場合、NFκBの 活性化 に基づ く炎症性サイ トカイ ンmRNA
発現の増強が認 め られた。




























り分解 され産生 されることから、多形核白血球の浸潤を伴 う炎症であれば、
大腸菌等、他の起因菌による乳房炎に対しても応用可能であると推察 された。
5、乾乳期臨床型乳房炎に対するラク トフェリン・抗生物質の併用治療試験
乳房炎の治療には抗生物質が広く用いられる。 しか しながら、感染 した細




炎の治療に応用す ることはこれまで も何例か報告 され てい る。しか しなが ら、
これまでの報告では、潜在性乳房炎や毒性が弱い コアグラーゼ陰性ブ ドウ球
菌での有効例であ り、 より毒性の強い εaurθu5による乳房炎での有効例は
報告 されていない。そ こで本章では、抗生物質 と:Lfを組み合わせて乾乳期乳
房炎を治療す ることにより、抗生物質またはLf単剤での治療 に比べ て、よ り
有効な治療効果が得 られ るか検討 を行 った。 その結果、乾乳期 の臨床型黄色
ブ ドウ球菌性乳房炎 に対 し、抗生物質 ・】ぽ併用治療群では、投与後7日 目に
80%近い分房 で臨床症状が消失 し、分娩後 もほぼ同様 の割合で正常乳汁 の分
泌が認められた。一方、単剤投与では治癒率約50%、分娩後正 常乳汁分泌率
は20～40%にとどまった(図8)。併用治療 群では乳汁 中催炎性:Lf含有率な
らびにTN:F・αmRNA発 現の有意 な低下が認 め られた(図9)。また、BMEC
を用い:Lfの作用機構を解析 した ところ、催炎性:LfではTNF・αmRNAの 発
現 とN:FκBの活性化 が認 められたが、:Lfとの共培養ではTNF一αmRNA発
現の有意な低下、転写因子N:FκB活性抑 制が認 め られた(図10)。
これ らの結果か ら、乾乳期 ブ ドウ球菌性 臨床型乳房炎に対 して抗生物質 と
工、fとを併用 して治療す ることにより、Lfもしくは抗生物質いずれの単剤治療
群 よ りも、臨床症状の改善な らびに分娩後の再発率 の点において優れた治療
成績が得 られた。
6、 ま とめ
1)乳 房炎乳汁 中の:LfにはConAに対す る親和性 が低いLf分子が存在 して
いた。 この低ConA親 和性は低分子化 した:Lfで、抗菌作用 を喪失 し、








ーゼで処理 した場合、乳房炎乳汁か ら分離 した低ConA親 和性:Lf(催
炎性:L:Dとよく相似 した生化学的性状を示 した。また、エラスタ「ゼ処
理:Lfまたは催炎性:Lf分子中に含まれる分子群からア ミノ酸10残基前
後のペプチ ドを4種類作製した ところ、その1種 類で催炎性が認められ


































(健康 乳 由来)(乳 房 炎 乳 由来)
SDSPAGE
ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッテ ィ ン グ

































































親和性Lf親 和性Lf親 和性Lf親 和性Lf
※ND:検出できず
**ウシLfと高ConA親和性Lfに対する有意差(戸く0.01)











ConA親 和 性 の 異 なるLfによるスー パ ー オキ サイドお よび サイ トカインmRNA産 生 誘 導 能








































体 細 胞 数(×10・/m1)10
一 一{トー PBS
一一●一 一ウシLf8
一 唾 一一高ConA親 和 性Lf














































































































ウシLf親 和性Lfペ プチド2ペ プチド4
M白diumエ ラスターゼ ペ プチド1ペ プチド3
処理Lf

































































一●一 治 癒 した 分 房 .





治 癒 … 臨床 症 状 、起因 菌 共 に消失 したもの





























抗生物質Lf抗 生物質とLf抗 生物質Lf抗 生物質とLf
※治癒… 臨床症状が消失したもの ※正常乳汁… ブツなし、CMT陰性
図8、乾乳 期 黄色 ブ ドウ球 菌性 臨床 型 乳房 炎 に対す る


























抗生物質LfLfと 抗生物質 抗生物質LfLfと 抗生物質
a,b,c:異符号 間で有意差(p〈0。05)a,b,c,d:異符 号間で有意差(pく0.05)
















Medium Lf 催炎性Lf Lf十
催 炎性Lf























論 文 審 査 結 果 要 旨
乳房炎は乳用牛疾病の中で死廃事故原因の上位にランクされ,罹 患率の高さか ら経済的損失は甚大
である。当然ながら,いくつかの治療法が古くか ら考案され試みられてきた。最近の一般的な治療法は,





ことを発見した。この低ConA親和性Lfは,抗菌能 と鉄結合能が低下 してお り,炎症性サイ トカイン
mRNA発現を誘導し,炎症を惹起することを示 した。
また,乳房炎乳汁を解析 した結果,低ConA親和性Lfは正常なLfが切断 された小さな分子量 を持
つLf断片であること,さ らに乳房炎乳汁中には低ConA親和性Lfとエラスターゼ濃度が高いことを
発見 した。さらに,エ ラスターゼ処理を行 ったLfやLfの一部に炎症性サイ トカイ ンmRNAを増強す
る作用があることを示 した。





検討 した。今まで,潜在性乳房炎や毒性が低いコアグラーゼ陰性ブ ドウ球菌では有効であるが,よ り
毒性の強いS。aureusに対 しても有効な治療法は確立していない。しかし,Lfおよび抗生物質を併用し
た結果,投 与後7日 目に80%の分房で臨床症状が消失 し,分娩後もほぼ同様の割合で正常乳汁の分泌
が認められた。
以上のように,新 規な乳房炎治療法の開発を目的 として,乳 房炎乳汁中のラク トフェリン(Lf)に
着 目し,乳房炎の炎症がLfのエラスターズによる分解産物(低ConA親和性Lf)であることを発見し,
乾乳期臨床型乳房炎の治療を可能にする技術の開発に貢献することが出来た。よって審査員一同は,
本論文の著者が博士(農 学)の 学位を授与されるのに値するものと判定 した。
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